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Resumen

Se sabe que las hembras de Macrodactylus mexicanus Burmeister (Coleoptera:
Melolonthidae) cuentan con epitelios especializados en la produccién de feromonas, los cuales se
localizan en la cdmara genital y en las glandulas accesorias. No obstante, se requiere de
informacion acerca de los microorganismos asociados a dichas estructuras, como se ha evidenciado
en otras especies de la familia. Para confirmar la presencia de estos y su posible participacion en
la produccion de feromonas, en este trabajo se extrajeron muestras del interior de la camara genital
y glandulas accesorias de hembras de M. mexicanus. Se detect6 un tipo de colonia bacteriana en la
camara genital de M. mexicanus con un color rosa-crema y tamafio de 1-2 mm de diametro. Para
confirmar la actividad bioldgica de las bacterias aisladas, se llevaron a cabo bioensayos de
laboratorio en olfatometro de cuatro vias, con lo cual se evalud la respuesta de adultos de M.
mexicanus hacia los extractos de dichos microorganismos y otros estimulos. Se observo que las
hembras de este grupo de insectos muestran taxias positivas estadisticamente significativas hacia
los extractos bacterianos de M. mexicanus con respecto a las respuestas de estos insectos hacia el
control (p< 0.001). Los resultados generados en el presente estudio permiten sugerir que las
bacterias alojadas en la camara genital de las hembras de esta especie estan relacionadas con la

produccidn de atrayentes especificos.
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Introduccion

En hembras de coledpteros Melolonthidae se han localizado epitelios especializados en la
produccion de feromonas sexuales, especificamente en esternitos abdominales, camara genital y
glandulas accesorias. Esto ha sido documentado principalmente para especies de los géneros
Anomala (Taday Leal, 1997), Holotrichia (Kim y Leal, 1999), Phyllophaga (Romero-Lépez et al.,
2010; Romero-Lopez et al., 2011), Macrodactylus (Benitez-Herrera et al., 2015) y Cyclocephala
(Benitez-Herrera, 2018). De forma complementaria, se han aislado e identificado microorganismos
del interior de las glandulas accesorias y de la cdmara genital de especies de Melolonthidae
distribuidas en Nueva Zelanda (Hoyt et al., 1971; Marshall et al., 2016) y en México (Rosete-

Enriquez y Romero-L6pez, 2017), los cuales se sugiere podrian también estar involucrados en ello.

Con la finalidad de obtener mas informacion sobre la asociacion de estos microorganismos con
los coledpteros Melolonthidae, se han iniciado estudios con especies de importancia econémica en
México, como es el caso de los integrantes de Macrodactylus (Arce-Pérez y Morén, 2000). Ademas
del interés por complementar el esquema de comunicacion quimica de los miembros de este género,
se abren perspectivas para implementar acciones de manejo de insectos plaga basadas en feromonas
sexuales, en particular, originadas de la actividad bacteriana. En el presente trabajo se propone el
abordar estos topicos con el estudio de Macrodactylus mexicanus Burmeister con la busqueda de
microorganismos en estructuras especificas del aparato reproductor de hembras de esta especie y
la evaluacion de las quimiotaxias por parte de los machos hacia productos que pudieran estar

liberando dichos microorganismos.
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Antecedentes

1. Generalidades sobre volétiles producidos por microorganismos

Los microorganismos tienen la capacidad de producir compuestos quimicos volatiles derivados
de su metabolismo (Leroy et al., 2011). Algunos de los compuestos liberados por estos organismos
detonan el establecimiento de interacciones con otros seres, destacando aquellas como las
evidenciadas por insectos del género Glossina (Diptera: Muscidae), los cuales son atraidos por el
compuesto 1-octen-3-ol liberado por algunos hongos. Otro ejemplo es el de Enterobacter
agglomerans al liberar volétiles derivados de alcoholes y cetonas que provocan un aumento en la
oviposicion de las moscas de Rhagoletis pomonella Walsh o el de los volatiles liberados por el
hongo Botrytis cinerea que evitan que los individuos de Lobesia botrana Denis and Schiffermuller
se acerquen al hospedero y ovipositen sobre este (Davis et al., 2013). Estos trabajos dan la
importancia de los productos voléatiles liberados por microorganismos al dar datos empiricos de

coémo pueden modificar su comportamiento en beneficio de los insectos.

2. Microorganismos productores de volatiles asociados a insectos

Los microorganismos establecen fuertes relaciones con los insectos, por lo que se pueden
encontrar interacciones simbidticas y patégenas en la naturaleza (Eberhard, 1992; Thao y
Baumann, 2004; French-Constant et al., 2007; Leroy et al., 2011; Liu et al., 2019). Dentro de las

relaciones microbio y otros seres, se pueden destacar los involucrados con compuesto volatiles
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microbianos (Korpi et al., 2009; Davis et al., 2013) y los cuales, pueden interactuar con insectos,
mas especificamente alterando su comportamiento (Ezenwa et al., 2012; Davis et al., 2013). Los
microorganismos producen los volatiles mediante la degradacion de acidos grasos, aminoacidos
aromaticos, o carbohidratos (Schulz y Dickschat, 2007) y se han registrado volatiles derivados de
azufre, nitrogeno, terpenoides, halogenos, entre otros (Leroy et al.,, 2011). Insectos como
Anastrepha ludens (Loew) tienen a modificar su comportamiento con los volatiles (amoniaco,
metilamina, 3-metilbutanamina, aminas alifaticas, iminas y pirizinas) que liberan el
microorganismo Staphylococcus aureusse, una vez captado los volatiles microbianos, la mosca
procede a localizar el lugar de origen para poder realizar la oviposicion (Martinez et al. 1994;
Robacker y Moreno, 1995). También microorganismos como Ishikawaella capsulata son de
importancia para el desarrollo de Megacopta cribraria (Fabricius), por esta razon los volatiles
liberados por estos microorganismos modifican el comportamiento de M. cribraria hacia una
quimitaxia en direccion a I. capsulata para poder obtener la microbiota necesaria para un desarrollo
optimo (Hosokawa et al., 2008). En otros casos, los volatiles microbianos son importantes para
determinar el sitio de alimentacion por lo que provoca quimitaxias en Ceratitis capitata (Wied),
Blaberus discoidalis (Audinet-Serville) y Agrochola helvola (Linnaeus) (Davis et al., 2013).
Existen situaciones donde los microorganismos al liberar sus volatiles (Ogataea pini) pueden ser
interceptadas por insectos y modificar su comportamiento para alejarse (repelencia) de la fuente de
emisién, por lo que estos microorganismos son patdgenos de una variedad de insectos (Davis et
al., 2011). Otros autores mencionan que Psychrobacter immobilis, Sphingobacterium multivorum,

Bacillus sp, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella oxytoca producen componentes volatiles que
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provocan una respuesta de atraccion (quimiotaxis) a los insectos Diadromus pulchellus Wesmael
(Hymenoptera: Ichneumonidae), Culex restuans Theobald (Diptera: Culicidae), Aedes albopictus
Skuse (Diptera: Culicidae), Bactrocera tryoni Froggatt (Diptera: Tephritidae) y Dactrocera
cacuminatus (Diptera: Tephritidae) (Leroy et al., 2011; Davis et al., 2013). Estos ejemplos dan una
idea clara del como los microorganismos, con sus volatiles, pueden tener fuertes influencias en el
comportamiento de los insectos hasta el punto de modificarlo y desencadenar otro tipo de

respuestas.

3. Técnicas de extraccion e identificacion de volatiles microbianos

Para la recoleccién e identificacion de volatiles in situ producidos por cualquier organismo, se
utilizan distintos métodos, pero en general constan de cuatro etapas basicas: “headspace”,
recoleccion de volatiles, separacion de volatiles y analisis (Torto et al., 2013). El headspace
consiste en manipular el aire que rodea la fuente emisora de volatiles para su posterior uso y estos
volatiles se recolectan con la colocacién de una matriz polimérica, en un sitio donde se encuentre
concentrado los volatiles (pasivo) o aplicando un flujo de viento a la fuente emisora (activo). Los
volatiles obtenidos en la matriz se separan aplicando calor (desorcién térmica) o por disolventes
(desorcidn por disolventes) y al final estos volatiles puedan ingresar al equipo especializado para
su posterior separacion e identificacion (Torto et al., 2013). Los métodos para recoleccion de
volatiles bacterianos son variados en la literatura especializada; no existe un censo para utilizar un

método u otro, pero de los mas mencionados es la extraccion por “sorbetes” con carbon activado,
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grafitos de carbono, geles y polimeros (Korpi et al., 2009). Existen reportes donde no es necesario
utilizar el headspace para la recoleccion de volatiles, ya que se emplea el medio de cultivo para
microorganismos como un tipo sorbete (Robacker y Bartelt, 1997). EI medio de cultivo liquido
pasa por un proceso de filtrado con membranas de nitrocelulosa donde se retienen los
microorganismos y solo deja pasar el medio con los elementos volatiles producidos por estos seres
(Robacker y Bartelt, 1997). Por otro lado, la microextraccion en fase solida (SPME, por sus siglas
en inglés) es la técnica mas usada actualmente junto con la cromatografia de gases y espectrometria
de masas (CG-EM) para el andlisis de los compuestos volatiles (Fiedler et al., 2001; Augusto y

Valente, 2002).

4. Ecologia quimica de coléopteros Melolonthidae

Caracteristicas morfoldgicas y habitos

La familia Melolonthidae estd integrada por las subfamilias Melolonthinae, Dynastinae,
Rutelinae, Hopliinae, Sericinae y Euchirinae; a su vez, junto con las familias Scarabaeidae,
Cetoniidae, Lucanidae, Passalidae, Trogidae, conforman la superfamilia Scarabaeoidea
(Lamellicornia) (Cherman y Moron, 2014). Las caracteristicas representativas de los integrantes
de los Melolonthidae son la presencia de una maza antenal formada por tres a seis lamelas brillantes
con sedas dispersas, el cuerpo ovalado y de colores diversos, ademas de que en los ultimos tres
segmentos abdominales presentan orificios respiratorios que estan situados en el borde superior de

los esternitos (Cherman y Moron, 2014). A estos insectos se les encuentra en la mayoria de los
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habitats, con excepcion de los sitios que presentan hielo perenne y se localizan en el edafon hasta
el dosel de cada lugar. Debido a las rutinas de estos insectos se les puede considera como insectos,
nocturnos crepusculares o diurnos. También se les considera como seres con importancia ecologica
al tener la capacidad de ser degradadores, por intervenir en la polinizacion de plantas y algunos
autores los toman en cuenta como zoogeogréaficos y bioindicadores. Los insectos en estado adulto
consumen tejido vegetal, trozos de madera, hojarasca y algunas secreciones vegetales de frutos
maduros o fermentados (Amat-Garcia et al., 2005). En estado larvario, la dieta es distinta al
alimentarse de raices, xilema, tubérculos, tejido vegetal y ciertos desechos vegetales. En algunos
casos estos insectos pueden ser considerados como plagas por el hecho de obtener su energia con
cultivos de importancia econdmica en nuestro pais, por lo general se alimentan de arroz, frijol,
sorgo, maiz, cafia de azucar, rosal, trigo, entre otros cultivos de importancia agricola (Amat-Garcia
et al., 2005; Moron et al.,2012). Otras de las caracteristicas destacables que se pueden mencionar
de estos coledpteros es el desarrollo holometabolo presentes a lo largo de su vida. Por otro lado,
las hembras ovipositan huevos con forma esferoide y elipsoide. En el huevo se fractura el corion
para que la larva emerja a los 12 o 14 dias después en larva de primer estadio. La siguiente etapa
es denominada como larva de segundo estadio, en esta etapa la larva sufre un aumento significativo
en la capa cefalica con respecto al estadio anterior. Consecutivamente se obtiene la larva del tercer
estadio con una cabeza (mas esclerosada) y mandibulas de mayor tamafio. Después la larva sufre
un estado de latencia (pupa) con un cambio general de sus estructuras. Al final, la pupa se rompe,
emergiendo adulto en las épocas de lluvias que corresponden a los meses de mayo y junio (Ortega-

Ojeda, 2005; Ramos-Santafe, 2013).
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Esquemas de comunicacién quimica

En las interacciones intra- e interespecificas de los organismos, existen sustancias quimicas que
median estos procesos denominadas “infoquimicos”, los cuales inducen una respuesta fisiologica
0 de comportamiento con caracter adaptativo para cada uno de los interactuantes o de manera
aditiva (Dicke y Sabelis, 1988). Los infoquimicos que median interacciones interespecificas,
también Ilamados aleloquimicos, se dividen dependiendo a que interactuante beneficie. Si el emisor
es el que se beneficia se denominan kairomonas o bien, si es el receptor el beneficiado se clasifican
como alomonas y cuando los dos interactuantes son beneficiados, sinomonas. Para el caso
especifico de los infoquimicos participantes en la mediacion de interacciones intraespecificas, se
encuentran las feromonas. Las feromonas que median interacciones entre hembras y machos de la
misma especie, con fines de apareamiento, se clasifican como feromonas sexuales (Nordlund y
Lewis, 1976; Dicke y Sabelis, 1988). Los componentes anteriormente mencionados son necesarios
para entender un esquema de Ecologia quimica (area encargada del estudio de los infoquimicos)

de cualquier ser vivo (Figura 1).

Con base en ello, el estudio de la Ecologia quimica de los coledpteros Melolonthidae se ha
intensificado en la década reciente, especificamente en los esquemas de comunicacién quimica
sexual de especies mexicanas (Romero-Lopez, 2016). Para cualquier estudio con este enfoque es
necesario un analisis detallado del comportamiento precopulatorio del modelo de estudio,
enfocando la atencion en el “llamado sexual”, patron de comportamiento que consta de una serie
de posturas, movimientos y actos realizados por la hembra para la liberacion de las feromonas
sexuales, los cuales atraen al macho y permitiran que se lleve a cabo la copula (Romero-Lopez et
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al., 2010). La comunicacion quimica sexual de estos coledpteros consta de un “emisor”; en este
caso, la hembra con sitios productores de infoquimicos, como se reporta para los integrantes de
Anomala, Holotrichiay Phyllophaga (Taday Leal, 1997; Kimy Leal, 1999; Romero-Lopez, 2016).
Estos estudios confirman la presencia de epitelios especializados con células Clase 1y Clase Il, las
cuales estan relacionadas con la produccion de feromonas sexuales en insectos y se encuentran
localizados en determinados sitos en la hembra, como pueden ser los esternitos pigidiales, poros
cuticulares, cdmara genital y glandulas accesorias (Tada y Leal, 1997; Kim y Leal, 1999). El
siguiente elemento del esquema de comunicacion quimica sexual es el “mensaje” 0 feromonas
sexuales, que en su mayoria estdn compuesta por una mezcla de acidos grasos, aminoacidos,
fenolicos e isoprenoides (Tillman et al., 1999; Anaya et al., 2001; Zarbin et al., 2007). El ultimo
elementos de este esquema es el “receptor”, en donde el macho posee lamelas antenales con
quimiorreceptores particulares y estan determinados para la captacion de los mensajes quimicos

(Leal, 1998; Ochieng et al., 2002; Romero Lépez et al., 2004; Romero Ldpez et al., 2010).

Comunicacion quimica sexual
Mensaje

Receptdr
Hembras Machos
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Figura 1. Esquema de comunicacién quimica sexual de la familia Melolonthidae con tres
elementos principales: emisor, mensaje y receptor.

Ensayos de confirmacion de actividad bioldgica

Como se menciond anteriormente, las hembras de Melolonthidae producen compuestos
volatiles para la atraccién del macho con el fin de llevar acabo la copula. De igual forma, todos los
organismos producen compuestos organicos volatiles, los cuales pueden presentar una actividad
bioldgica o no (Cardé y Willis 2008). Para determinar la actividad bioldgica de los compuestos
emitidos por los insectos o de cualquier organismo, son necesarios los bioensayos. Se les
consideran como bioensayos a las pruebas que se realizan con organismos vivos o parte de uno de
sus sistemas sensoriales (Baker y Cardé, 1984). Este tipo de ensayos, en Ecologia quimica, se
utilizan para evaluar la actividad bioldgica de algiin compuesto quimico o para identificar las
sefiales modificadoras del comportamiento (Finch, 1986). Existen diferentes tipos de bioensayos,
de los cuales destacan los relacionados con las respuestas fisioldgicas o comportamentales de los
organismos; este tipo de pruebas se pueden llevar a cabo mediante olfatometros o tuneles de viento
(Hare, 1998). Los olfatometros son estructuras fabricadas con uno o varios brazos, con o sin flujo
de viento, que generalmente se utilizan para determinar tasas de movimiento y las elecciones de
direccion al caminar de los organismos (Hare, 1998). Referente a lo anterior, se utilizan
generalmente dos tipos de olfatometros; los considerados como de dos vias universalmente

utilizados para evaluar la preferencia de dos compuestos simultaneos y el olfatbmetro de cuatro
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vias, donde es posible someter multiples estimulos al mismo tiempo y permite registrar el tiempo

en el que los organismos se mueven por cada sitio del dispositivo (Lopez-Avila y Rincon 2006).

En el caso de Melolonthidae, se registra el empleo de olfatdbmetros para llevar a cabo bioensayos
que permitan determinar preferencias alimentarias (Nieves-Silva y Romero-Lopez, 2016) o la
respuesta hacia atrayentes sexuales (Garcia-Canales y Romero-L6pez, 2017; Martinez-Bonilla,
2019) de los adultos en olfatdbmetros pasivos de cuatro y dos vias. De los olfatometros mas
empleados en bioensayos con productos volatiles de microorganismos son los de dos vias con un
flujo de viento constante, comUnmente usados en las familias Drosophilidae, Hemiptera,
Nitidulidae, Culicidae, entre otros (Nout y Bartelt, 1998; Ortiz y Molina, 2010; Becher et al., 2012).
Por otro lado, en el caso del género Drosophila, se han efectuado bioensayos con volatiles
bacterianos en un olfatometro de cuatro vias sin flujo de viento, obteniéndose respuestas positivas

por parte de los insectos hacia estas sustancias (Robacker y Flath, 1995).

Estudio del comportamiento

Para tener una mejor comprension del comportamiento de los organismos en bioensayos o
en la naturaleza, los investigadores utilizan los denominados “etogramas” (Ruiz-Flores et al.,
2020). Tomando las palabras de Martin y Bateson (1986), el etograma es un catalogo de
descripciones de patrones de comportamientos discretos, tipicos de las especies-objeto que forman
el repertorio comportamental basico de la especie. Con ello es posible describir los patrones
especificos-sistematicos de un proceder particular de los seres vivos. Para la construccion de un

etograma, en general, se elabora un listado de los movimientos de expresion (pautas), se definen
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las pautas relevantes del estudio y se delimitan categorias de observacion con nombres especificos,
tomando la unidad de analisis con el tipo de registro (frecuencias y porcentajes); asimismo, se
disefia la tabla de registro-tipo y se plasma el esquema representativo de los datos obtenidos con

las pautas, mediante circulos con lineas interconectadas (Lahitte et al., 2003).

Los patrones de comportamiento que se han registrado para integrantes de Melolonthidae
en su mayoria corresponden a estudios de interaccion planta-insecto y de extractos de plantas con
larvas, en olfatdmetros o “arenas” (Romero-Lopez y Arzuffi, 2010; Morales-Blancas y Romero-
Lopez, 2019; Ruiz-Flores et al., 2020). No obstante, a la fecha los etogramas relacionados con
interacciones microorganismos-adultos Melolonthidae brillan por su ausencia, por lo cual hay

vacios de informacidn en torno a las respuestas de estos hacia este tipo de volatiles.

5. Comunicacion quimica de integrantes del género Macrodactylus

Generalidades morfoldgicas y habitos

Los miembros de este taxon son conocidos como “frailecillos”, “taches” 0 “escarabajos de las
rosas”. Se trata de insectos que se encuentran activos en verano y su copula la efectdan durante las
horas soleadas sobre las hojas de las plantas; una vez culminado el apareamiento, la mayoria de los
machos muere y las hembras proceden a ovipositar (de quince a treinta huevos). Después de 15 o
30 dias, los huevos eclosionan y dan lugar a los diferentes estadios larvales. Gran parte de las

especies descritas de este género, en estadio larval, estan asociadas a cultivos como: frijol, trigo,
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nabo, maiz, alfalfa, centeno y maiz. En el estadio adulto, su alimentacion se basa en hojas, polen,
frutos y flores de los pinos, aguacates, maizales, ciruelos, manzanos, capulines, tejocotes, sauces,
truenos, entre otros. Se cuenta con reportes donde los adultos, al emerger después de las primeras
lluvias, se alimentan de las hojas de los cultivos de maiz, por lo que a los individuos de este género
se les ha considerado como plaga por algunos autores (Arce-Pérez y Moron, 2000; Hernandez y

Benz, 2004).

Anatomia del aparato reproductor de hembras de Macrodactylus relacionadas con su

comunicacién quimica

Las hembras de este género conservan el mismo patron anatomico de las estructuras en su
aparato reproductor con respecto a los demas integrantes de Melolonthidae, al poseer una
espermateca, dos pares de glandulas accesorias unidas en la estructura denominada como camara
genital (estructuras productoras de feromonas) donde en la region dorsal se encuentra conectada la
bursa copulatrix y en la region apical de la cAmara genital esta presenta el oviducto comdn (Figura
2). Este elemento en la parte media se bifurca en los oviductos laterales y cada una de estas
bifurcaciones presenta una ovariola. En la camara genital existen elementos conectados por
membranas plegadas con forma ovalada mas grande en la region basal que en la apical y en su
apice de forma asimétrica presenta gran cantidad de fibras y poros; estas estructuras se denominan
placas anales. Cada estructura es distinta en forma y tamafio para cada especie (Benitez-Herrera et

al., 2015; Trujillo-Vélez, 2017).
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Figura 2. Esquema general del aparato reproductor de hembras de Melolonthidae. Bc= Bursa
copulatrix; Cg= Céamara genital; Esp= Espermateca; Ga |I= Glandula accesoria tipo I; Ga Il=
Glandula accesoria tipo I1; Gl esp= Glandula de la espermateca; Grm= Germario; Oc= Oocito; Ov=
Ovario; Oc= Oviducto comun; Ol= Oviducto lateral; Pd= Placa genital dorsal; Pv= Placa genital
ventral (Tomado de Benitez-Herrera et al., 2015 para Macrodactylus mexicanus).

En los ultimos afios se tiene informacidn sobre comunicacion quimica de los integrantes de este
género referente al emisor, consistente en sitios productores localizados en la camara genital y en
las glandulas accesorias tipo 1 y 11 de las hembras, las cuales presentan principalmente células Clase
I, especializadas en la produccion de feromonas (Benitez-Herrera et al., 2015). Ademas, se cuenta
con evidencias de que los extractos de la camara genital y de las glandulas accesorias de M.
mexicanus provocan respuestas de atraccion estadisticamente significativas de los machos con

respecto a las hembras (Garcia-Canales y Romero-Lépez, 2017; Martinez-Bonilla, 2019). En lo
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referente al mensaje quimico, se ha obtenido un perfil de la feromona sexual de esta especie,
conformado por acidos grasos, acidos carboxilicos, alcoholes, aldehidos, cetonas, hidrocarburos y
metil ésteres (Garcia-Canales y Romero-Lopez, 2017; Romero-L6pez et al., datos no publicados).
Con relacion al receptor, se establece que los cuerpos fungiformes y los l6bulos olfativos asociados
con las sensilas placoideas de las lamelas antenales de los machos de M. mexicanus y
Macrodactylus nigripes Bates, estdn posiblemente vinculados con el sistema olfativo y la

quimiorrecepcion de las feromonas (Martinez-Bonilla et al., 2015; Romero Lopez et al., 2017).

6. Macrodactylus mexicanus Burmeister como modelo de estudio

Los integrantes de esta especie se localizan en Tlaxcala, Puebla, Ciudad de México, Estado de
México, Michoacén, Querétaro, Veracruz, Oaxaca, Coahuila, Morelos, Hidalgo, Durango y Jalisco
y su periodo de actividad es entre mayo a septiembre y se encuentran en climas semi-calidos y
templados, en altitudes entre los 100 y los 2650 m (Arce-Pérez y Moron, 2000). Por lo general, se
encuentran asociados a Sphaeralcea angustifolia (Cavanilles, Malvaceae), Simsia amplexicaulis
(Cavanilles, Asteraceae), Pyrus communis (L., Rosaceae), Pinus sp (L., Pinaceae) , Zea mays (L.,
Poaceae), Erythrina americana (Mill, Fabaceae) y Baccharis conferta (Kunth, Asteraceae) (Arce-
Pérez y Mordén, 2000). Los adultos presentan una longitud corporal de 9-12.5 mm y de ancho 3-
3.5 mm, de color verde-grisaceo, verde amarillento con extremidades de color rojizo y con el
cuerpo cubierto por sedas gruesas (Figura 3). En los machos, la capsula genital tiene una longitud

de 3.5 mm con falobase no articulada de color rojiza, cabeza negra de textura rugosa cubierta de
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vestidura exceptuado, pronoto negro de vestidura setifera con apices lanceoladas, cuerpo de forma
oblicua, placa anal de forma ovalada de color obscura y traslucida en la region apical. En el caso
de la hembra, esta presenta el cuerpo mas corto con respecto al de los machos; el abdomen es
globoso, pronoto ancho, la placa pigidial es corta de forma triangular y con largas placas genitales

(Arce-Pérez y Moron, 2000).

Figura 3. Hembra de Macrodactylus mexicanus alimentandose de una hoja de maiz, mostrando
sus principales caracteres morfoldgicos corporales externos como la coloracion verde-grisaceo o
verde amarillento con extremidades de color rojizo y con el cuerpo cubierto por sedas gruesas.

Se sabe que en condiciones naturales y de laboratorio, las hembras de esta especie liberan un
atrayente que provoca el acercamiento de los machos, sin observarse un “llamado sexual” como el
mostrado por otras especies del grupo (Romero-Lopez, 2016). Los sitios productores de feromonas
sexuales podrian localizarse en la camara genital y en las glandulas accesorias tipos 1 y Il de las
hembras (Benitez-Herrera et al., 2015). Estas estructuras presentas epitelios glandulares

pluriestratificados, a excepcion de la camara genital que presenta monoestratificado, con células
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relacionadas con la produccion de feromonas en insectos (Percy-Cuningham y Macdonald, 1987).
De manera conjunta, se ha comprobado por ensayos en olfatometro que extractos de la cdmara
genital y de las glandulas accesorias provocan respuestas estadisticamente significativas de los
machos (Garcia-Canales y Romero-Lopez, 2017). Es probable que el mensaje quimico involucrado
en dichas respuestas esté conformada por compuestos como el acido n-hexanoico, &cido
octadecanoico, acido oleico y acido n-hexanoico (Garcia-Canales y Romero-Lopez, 2017). Para el
receptor se menciona la presencia de sensilas auricilicas, basiconicas, celocdnicas, placoideas
relacionadas con la captacion y percepcion de este mensaje quimico y se sugiere que los placoideos,
por numero Yy distribucién en la cara interna de las lamelas, se asocian con atrayentes sexuales

(Romero Lépez et al., 2017).

7. Microorganismos asociados con el aparato reproductor de hembras de Melolonthidae y

posibles implicaciones quimico-ecoldgicas

En el caso de los coledpteros Melolonthidae distribuidos en México, existen bacterias en el
interior de la cAmara genital de M. nigripes, Phyllophaga obsoleta Blanchard, Phyllophaga ravida
Blanchard y Cyclocephala lunulata Burmeister, las cuales pertenecen a los generos Klebsiella y
Proteus (Romero-Lopez, 2016; Rosete-Enriquez y Romero-Lopez, 2017; Pérez-Estrada, et al.,
2020). Esto ya habia sido registrado por Hoyt et al. (1971) para hembras de C. zealandica, siendo
el primer estudio en el cual se evidencid la existencia de microorganismos productores de

feromonas sexuales, aunque en este caso, en el interior de las glandulas accesorias. A pesar de lo
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anterior, no se tiene muy bien definido cual es la relacion que presentan estos microorganismos
con los coledpteros y no se cuenta con reportes sobre los efectos de los productos bacterianos en

estos insectos, sobre todo si estos son sus hospederos.

Justificacion

Las interacciones que se observan en la naturaleza y en el caso particular de las interacciones
coledpteros-microrganismos, la informacién se centra en aspectos de diversidad morfologica y
funcional dentro del tubo digestivo de estos insectos. Para los coledpteros Melolonthidae, la
informacion es aun escasa en este sentido, sobre todo en lo referente a interacciones entre los
microorganismos alojados en el interior de cadmara genital y glandulas accesorias con sus
hospederos. El registro tradicional y Unico hasta hace unos 5 afios era el de Hoyt et al. (1971) con
relacién a la participacion de microorganismos en la produccién de la feromona sexual de C.
zealandica y afortunadamente se ha venido complementando este esquema con estudios recientes

de especies de Melolonthidae distribuidas en México.

Esto forma parte del interés del presente estudio, con el aislamiento y descripcion morfolégica
de los microorganismos que pudieran encontrarse en el interior de la camara genital y glandulas
accesorias de M. mexicanus, ademas de confirmar la actividad bioldgica de los extractos de dichos
microorganismos. Se trata del primer esfuerzo por establecer la asociacion entre microorganismos

y adultos de Macrodactylus. Adicionalmente, la informacion generada complementar el esquema
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de comunicacion quimica del género y de M. mexicanus y a mediano plazo podria sentar las bases

para el establecimiento de estrategias de manejo basadas en volatiles bacterianos especificos.

Hipotesis

Los machos de M. mexicanus muestran respuestas positivas a los volatiles liberados por
extractos de las bacterias encontradas en el interior de la camara genital de las hembras de esta

especie.

Objetivo general

Evaluar la respuesta de machos de M. mexicanus hacia extractos de bacterias que se localizan

en el interior de la camara genital y de las glandulas accesorias de hembras de esta especie.

Objetivos particulares

= Examinar el interior de la camara genital y las glandulas accesorias de hembras de M. mexicanus

en la busqueda de microorganismos.
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= Describir la morfologia de las colonias bacterianas y de las bacterias individuales aisladas del

interior de estas estructuras.

= Establecer la metodologia de extraccion de volatiles bacterianos con los cuales se efectian los

bioensayos de confirmacion de actividad bioldgica.

= Registrar las respuestas positivas de los machos de M. mexicanus al exponerlos a los extractos

bacterianos en los bioensayos de laboratorio con olfatometro.

= Elaborar un etograma de los patrones mostrados por la atraccion de los machos de M. mexicanos

hacia los extractos bacterianos.

Material y métodos

Captura de adultos de M. mexicanus

Los adultos de esta especie se recolectaron manualmente en diferentes especies vegetales que
se encuentran en el Jardin Botanico Universitario de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla (BUAP) (coordenadas 19°00°13.2” N - 98°12°11.6” W). Los especimenes obtenidos se
sexaron y determinaron taxonémicamente con base en las claves dicotomicas de Arce-Pérez y
Morén (2000). Para los experimentos, se seleccionaron las hembras que presentaran una apariencia

corporal externa sin deformaciones ni lesiones y sin huevos en su region abdominal.
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Nota ética

Los organismos se manipularon y mantuvieron bajo las normativas de la Declaracion Universal
de los Derechos de los Animales y la Guia para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio.
Para no generar estrés en los insectos, se mantuvieron en un microambiente en condiciones
similares a su entorno natural con una temperatura de 24 £2 °C, humedad relativa de 60 +5 % e
iluminacién de 60 w. Para el sacrificio de las hembras, con el objetivo de extraer y aislar a los
microorganismos, se tomo en cuenta que fuera de forma rapida (por decapitacion), evitando el
sufrimiento prolongado del insecto. En el caso de este tipo de animales y por las areas de estudio
(Ecologia quimica y Microbiologia), es la Unica forma de provocar la muerte, ya que no debe
aplicar ningln tipo de componente quimico debido a posible contaminacion de las muestras y por
ende, alteracion en el experimento (Jayo y Cisneros, 2008). Para el manejo de los cadaveres, se
consideraron como desechos bioldgicos infecciosos, por lo que se manipularon bajo los
lineamientos de la normativa NOM-087-ECOL-SSA1-2002, para su posterior incineracién en el

bioterio Claude Bernard, BUAP.

Estudio microbioldgico

Las hembras seleccionadas de M. mexicanus se sometieron a un proceso de lavado con agua
destilada y etanol al 70% y se colocaron en una solucion Ringer, donde se diseccionaron para
extraer el aparato reproductor de cada hembra. De los aparatos reproductores obtenidos, se separo

la cdmara genital y las glandulas accesorias tipo 1 y I, las cuales se lavaron con etanol al 70% y
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posteriormente se colocaron en solucion Ringer. A cada una de las cdmaras genitales se les efectud
un corte sagital y de las mitades obtenidas se obtuvieron raspados del interior, los cuales a su vez
se depositaron en placas con agar Luria Bertani (LB) y se incubaron a 37 °C por 24 h. Con las
glandulas accesorias se llevd a cabo el mismo procedimiento que con las cAmaras genitales.
Posteriormente, se coloc6 una muestra del interior de las estructuras en placas de agar LB,

incubandolas a 37°C por 24 h.

Bioensayos de confirmacion de actividad bioldgica

Disefio experimental

Al igual que la recolecta y seleccion de adultos de M. mexicanus para el estudio microbiol6gico,
los individuos empleados para los bioensayos se seleccionaron de forma dirigida (machos con
apariencia corporal externa sana). Los bioensayos consistieron en someter a pruebas de atraccion
a treinta machos adultos de esta especie y como unidad experimental se considerd cada extracto
bacteriano. En un olfatdbmetro especializado, disefiado para tales fines, se evalud la frecuencia con
que cada macho de estos coledpteros respondia positivamente hacia los estimulos. Como
tratamientos se utilizaron los extractos bacterianos de dos especies de coledpteros (M. mexicanus
y Phyllophaga ravida Blanchard) con sus respectivos controles (medio Luria Bertani sin
crecimiento bacteriano). Se contemplaron quince repeticiones para la primera combinacion de

estimulos y seis repeticiones para la segunda combinacion de estimulos.
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Pruebas en olfatdbmetro

Para los bioensayos se utilizé un olfatémetro de vidrio semicilindrico de cuatro vias modificado
de Romero-Lopez y Arzuffi (2010), el cual esta conformado por cuatro oquedades provistas de un
receptaculo semicilindrico cada una (Figura 4). En cada oquedad se coloco de forma aleatoria cada
uno de los estimulos quimicos considerados. De la colonia bacteriana de cada especie de
coleoptero, se inocularon 10 pl en 100 ml de medio LB liquido en constante agitacion por 24 h a
37°C. Los cultivos obtenidos se filtraron con membranas de 0.4 um (M. mexicanus) y 0.8 um (P.
ravida), con el propdsito de obtener un extracto bacteriano. En los experimentos se consideraron
tres tratamientos: a) 0.1 ml de extracto de bacterias de M. mexicanus en 1 cm? de papel filtro; b)
0.1 ml de extracto de bacterias de camara genital de M. nigripes, en 1 cm? de papel filtroy ¢) 0.1
ml de extracto de bacterias de camara genital de P. ravida, en 1 cm? de papel filtro. Como control
se empled 1 cm? de papel filtro impregnado con 0.1 ml de medio LB estéril. Las bacterias de P.
ravida y M. nigripes se consideraron en el experimento con el objetivo de determinar si la atraccion

de los machos de M. mexicanus es especifica.

Por lo anterior, en el olfatbmetro se llevaron a cabo dos tipos de bioensayos; en el bioensayo |
se comparo la respuesta de machos hacia los extractos bacterianos de M. mexicanus, contrastandola
con la respuesta hacia control, mientras que en el bioensayo Il se registré la respuesta de machos
hacia los extractos bacterianos de M. mexicanus en comparacion con la respuesta de estos hacia el
control, asi como hacia los extractos bacterianos de P. ravida y de M. nigripes. Las oquedades
vacias se consideraron en ambos bioensayos para descartar un efecto en la respuesta de los
organismos por el manejo del olfatdbmetro (lavado, manipulacion y ambiente).
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Se considerd como respuesta positiva el momento en que cada adulto de M. mexicanus, colocado
en el centro del dispositivo, se desplazara a traves de la base del olfatdbmetro hacia la oquedad del
mismo que contuviera el estimulo quimico y permaneciera en esta zona (ya fuese con alguna pata
o0 el cuerpo completo) por lo menos 2 s. Para cada uno de los bioensayos se emplearon quince
machos (n=15) en un periodo de 5 min por prueba. Una vez concluido el experimento, los insectos
se colocaron en sus recipientes originales, descartandolos para proximos eventos de este tipo.
Todas las pruebas se llevaron a cabo en condiciones constantes de temperatura (24 £2 °C),
humedad relativa (60 +5 %) e iluminacion (60 watts), entre las 11:00 y las 14:00 hrs, considerado

como el periodo de actividad sexual de los adultos de M. mexicanus (Romero-Lopez, 2016).
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Figura 4. Olfatdbmetro de vidrio de cuatro vias disefiado y utilizado para los bioensayos con
volatiles bacterianos y adultos de Macrodactylus mexicanus.

24|Pagina



Anadlisis de datos

Para demostrar la asociacion de los datos (frecuencias de respuestas positivas de machos de M.
mexicanus a los diferentes tratamientos), se empled una prueba de Ji-cuadrada con el software R

v3.6.2.

Registro del comportamiento insecto-extracto bacteriano

Los bioensayos anteriormente descritos se grabaron con una cdmara de 12MP, f/1.5-2.4, 1.4um,
dual pixel PDAF (Galaxy note 9) y se registré el comportamiento de los machos M. mexicanus
desde que se colocé el insecto dentro del olfatometro hasta la culminacién de los 5 min por prueba.
Con lo anterior, se construy6 una etograma tomando como base los trabajos de Romero-Lépez y

Arzuffi (2010) y Morales-Blancas y Romero-Lépez (2019).

Resultados

Estudio microbiolégico

En la zona de la placa correspondiente a la cdmara genital de las hembras diseccionadas, se
presentd crecimiento de una colonia bacteriana (Figura 5), la cual mostr6 un tamafio de 1-2 mm,
color rosa-crema, forma circular con elevacion convexa y un margen entero. En el sito de las

glandulas accesorias, no se observo crecimiento de algin microorganismo.
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Figura 5. Sembrado de bacterias obtenidas en la camara genital de Macrodactylus mexicanus en
medio LB solido. Se observa una colonia bacteriana color crema-rosa de una consistencia cremosa
con bordes lisos, opaca y refleja parte de la luz.

Bioensayos

Se observaron respuestas positivas estadisticamente significativas por parte de los machos hacia
los extractos bacterianos de M. mexicanus (Figura 6), con respecto a las respuestas hacia el control
y las oquedades vacias (Figura 7, ¥* = 17.04, p < 0.001). Con respecto a las pruebas efectuadas en
conjunto con los extractos bacterianos de P. ravida, no se obtuvo una respuesta positiva
significativa, pero se observa una tendencia de taxias hacia los extractos bacterianos de M.

mexicanus (Figura 8, x> = 2.6, p = 0.4459).
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Figura 6. Macho de Macrodactylus mexicanus posado sobre una de las oquedades del olfatometro
en la cual se coloco uno de los extractos bacterianos. Esta fue considerada como respuesta positiva
por parte del insecto hacia los volatiles liberados por los extractos, con relacién al control. A)
Respuesta positiva del macho de M. mexicanus al extracto de las bacterias colocadas en la oquedad
del sur. B) Respuesta positiva del macho de M. mexicanus al extracto bacteriano presente en la
oquedad del oeste. C) Respuesta positiva del macho de M. mexicanus al extracto bacteriano
colocado en la direccion este del olfatdmetro.
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Figura 7. Bioensayos en olfatometro donde se evidencian las respuestas positivas de machos de
Macrodactylus mexicanus hacia los extractos bacterianos, medio Luria Bertani liquido y oquedades
vacias. ¥ (1, n= 15) = 17.04, p< 0.001. Bac.mex= 10, LB=1
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Figura 8. Bioensayos en olfatometro donde se evidencia las respuestas positivas de machos de M.
mexicanus hacia sus propios extractos bacterianos, extractos bacterianos de Phyllophaga ravida y
oquedades sin elementos. 2 (1, n= 6) = 2.6, p= 0.4459. Bac.mex= 3, Bac.rav=1.

Registro del comportamiento de machos de M. mexicanus hacia los extractos bacterianos

Los machos de M. mexicanus presentaron nueve patrones de comportamiento como parte de la
respuesta hacia los volatiles liberados por los extractos bacterianos de la misma especie. Los
patrones gque se observaron con mayor frecuencia fueron: desplazamiento terrestre aleatorio (DTA),
intento de desplazamiento por paredes (IDP), movimiento de cabeza (MC), movimiento giratorio
(MG) y desplazamiento aéreo dirigido a las bacterias (DADB). Con referencia a las transiciones,
las méas frecuentes fueron: Intento de desplazamiento por paredes - Desplazamiento terrestre
aleatorio (IDP-DTA), Desplazamiento terrestre aleatorio - Intento de desplazamiento por paredes

(DTA-IDP), Movimiento giratorio - Movimiento de antenas (MG-MA), Movimiento de antenas -
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Movimiento de cabeza (MA-MC), Movimiento de cabeza - Desplazamiento aéreo dirigido a las
bacterias (MC-DADB), y Desplazamiento aéreo dirigido a las bacterias - Permanencia por encima
de la oquedad (DADB-PEO). En los Cuadros 1 y 2 se describen todos los patrones y transiciones
de comportamiento con detalle, mientras que en la Figura 9 se muestra el etograma
correspondiente.

Cuadro 1. Repertorio de patrones de comportamiento registrados en los machos de Macrodactylus
mexicanus en los bioensayos con extractos bacterianos de Macrodactylus mexicanus.

DESCRIPCION DEL PATRON DE
COMPORTAMIENTO

DTA Desplazamiento terrestre aleatorio

DAA Desplazamiento aéreo aleatorio

IDP Intento de desplazamiento por paredes

MG Movimiento giratorio

DADB Desplazamiento aéreo dirigido a las
bacterias

PEO Permanencia por encima de la oquedad

MC Movimiento de cabeza

INM Inmovil

MA Movimiento de antenas
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Cuadro 2. Repertorio de transiciones observadas del comportamiento registrados por parte de los
machos de Macrodactylus mexicanus en los bioensayos con extractos bacterianos de M. mexicanus.

DESCRIPCION DE LAS TRANSICIONES

IDP-DTA
DTA-IDP
MG-MA
MA-MC
MC-DADB
DADB-PEO

INM-MG
DDA-MG
PEO-IDP
IDP-DAA
DAA-DTA
DTA-DAA
INM-DTA
DTA-INM
PEO-DTA
DTA-PEO
DADB-DTA

Intento de desplazamiento por paredes - Desplazamiento terrestre aleatorio
Desplazamiento terrestre aleatorio - Intento de desplazamiento por paredes
Movimiento giratorio - Movimiento de antenas

Movimiento de antenas - Movimiento de cabeza

Movimiento de cabeza - Desplazamiento aéreo dirigido a las bacterias
Desplazamiento aéreo dirigido a las bacterias - Permanencia por encima de la
oquedad

Inmavil - Movimiento giratorio

Desplazamiento aéreo aleatorio - Movimiento giratorio

Permanencia por encima de la oquedad - Intento de desplazamiento por paredes
Intento de desplazamiento por paredes - Desplazamiento aéreo aleatorio
Desplazamiento aéreo aleatorio - Desplazamiento terrestre aleatorio
Desplazamiento terrestre aleatorio - Desplazamiento aéreo aleatorio

Inmovil - Desplazamiento terrestre aleatorio

Desplazamiento terrestre aleatorio - Inmdvil

Permanencia por encima de la oquedad - Desplazamiento terrestre aleatorio
Desplazamiento terrestre aleatorio - Permanencia por encima de la oquedad
Desplazamiento aéreo dirigido a las bacterias - Desplazamiento terrestre
aleatorio
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Figura 9. Etograma de machos de Macrodactylus mexicanus en el cual se representan las
respuestas de estos hacia los volatiles bacterianos. Los circulos indican los patrones de
comportamiento y las flechas indican las transiciones. El tamafio de los circulos hace referencia a
la frecuencia con que se presentd cada patron, mientras que el grosor de las lineas muestra la
frecuencia con que se presentd cada transicion. Los numeros dentro de los circulos o sobre las
flechas expresan los porcentajes del total de invidos que presentaron ese comportamiento. n= 15.
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Discusién

Estudio microbiolégico

Hoyt et al. (1971) manifestaron la presencia de microorganismos en el interior de las glandulas
accesorias de C. zealandica, pero en este trabajo se aislaron bacterias de la cAmara genital de M.
mexicanus sin crecimiento de bacterias en las glandulas accesorias, de la misma manera que se
reportd para P. obsoleta Blanchard (Rosete-Enriquez y Romero-L6pez, 2017). Las colonias
bacterias extraidas de la camara genital de M. mexicanus son de color crema-rosado, tamafio de 1-
2 mm, forma puntiforme, borde ondulado, elevacion convexa, superficie lisa, opaca y con una luz
reflejante brillante. Lo anterior difiere con lo reportado por Hoyt et al., (1971), Rosete-Enriquez y
Romero-Lopez (2017) y Pérez-Estrada et al., (2020) al encontrar colonias bacterianas totalmente
distintas en el color, forma y tamafio. La escasez de los articulos relacionados con microorganismos
alojados en el aparato reproductor de coledpteros, impide saber con exactitud como se encuentran
distribuidas las bacterias en el interior de los coledpteros, también complica el conocer en que
medios de cultivos se pueden cultivar estos microorganismos y si existen microorganismos en el
aparato reproductor en todas las especies de escarabajos en la familia (Hoyt et al., 1971; Marsharll
et al., 2016; Rosete-Enriquez y Romero-Lépez, 2017; Pérez-Estrada et al., 2020). Por lo anterior,
dificulta tener un claro panorama del porque la diferencia en los distintos trabajos. Una de las
posibles explicaciones se deba al modelo bioldgico utilizado en cada uno de los estudios. Cada
especie tiene una alimentacion, ciclos de vida, habitat, comportamiento y anatomia del aparato
reproductor propios de cada uno y por esto, cada especie de escarabajo probablemente obtenga las
bacterias de maneras distintas y se alojen en diferentes partes del aparato reproductor (Perlmutter
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y Bordenstein, 2020). Se ha observado que los sitios donde se encuentren los organismos, el tipo
de alimentacion, el tipo de hospedero al que estén ligados, el ciclo de vida y las diferentes
interacciones que realizan, intervienen en tipo de microorganismos que puede tener un ser vivo en
el interior (Dillon and Dillon, 2004; Chen et al., 2016; Lu et al., 2019; Perlmutter y Bordenstein,
2020). Un claro ejemplo de lo anterior es con Spodoptera littoralis (Boisduval), esta es una especie
plaga en su etapa larvaria, en las primeras etapas del desarrollo larval tiene Enterococcus, Pantoea
y Citrobacter en su interior, mientras avanza el desarrollo de la larva también se modifica los
microorganismos del interior hasta tener solo en la etapa adulta a Klebsiella (Chen et al., 2016).
Para comprobar las ideas anteriores, es necesarios realizar estudios de identificacion bacteriana en
otras especies de la familia Melolonthidae, utilizar otros medios de cultivo enriquecidos en la
metodologia de extraccion de bacterias y llevar a cabo secuenciaciones masivas en la camara

genital y glandulas accesorias de los coledpteros para determinar bacterias no cultivables.

Los microorganismos encontrados en el interior de los insectos es su mayoria se encuentran
alojados en el intestino y se pueden encontrar una gran variedad de organismos que van desde
bacterias hasta hongos (Leroy et al., 2011). Las bacterias en el intestino de los insectos presentan
caracteristicas variadas, pero en general son Gram negativas-positivas, aerobias, anaerobias y
anaerobias facultativas (Leroy et al., 2011; Davis et al., 2013). En cambio, los microorganismos
detectados en la cdmara genital de los insectos son solamente bacterias Gram negativas y aerobias
facultativas (Marsharll et al., 2016; Rosete-Enriquez y Romero-Lopez, 2017; Pérez-Estrada et al.,
2020). Por lo anterior, se sugiere que las bacterias encontradas en el aparato reproductor de M.

mexicanus sean Gram negativas y aerobias facultativas.
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Con respecto a las diferencias de las bacterias encontradas en cada trabajo pueden deberse a que
los organismos (animales) al tener metabolismos limitados necesitan de otros organismos para
poder llevar acabo la unién y degradacion de compuestos quimicos (Rivera-Ordufa et al., 2009).
Tomando en cuenta lo anterior, probablemente puede pasar algo similar con las bacterias alojadas
en el aparato reproductor de los escarabajos, por una parte, los epitelios de las zonas productoras
de volatiles aportan los elementos base de las feromonas; y en cambio, los microorganismos, al
producir una vasta diversidad de metabolitos, crean la variacion de las feromonas sexuales de esta
familia, al adicionar los grupos funcionales. Pero para que lo anterior se confirme, es necesario
identificar las bacterias que se encuentran en otros Melolonthidae y determinar qué compuestos

estan liberando.

Olfatémetro

El olfatometro disefiado en este trabajo permitio que los insectos mostraran respuestas positivas
hacia los estimulos probados, con una eficiencia similar a los olfatometros reportados en otras
especies de la misma familia (Romero-Lopez y Arzuffi, 2010; Nieves-Silva y Romero-Lopez,
2016; Garcia-Canales y Romero-Lopez, 2017; Martinez-Bonilla, 2019). El olfatdmetro empleado
en el presente estudio puede ser utilizado para evaluar respuestas de los volatiles bacterianos de
una forma segura al no tener contacto con ellas y sobre todo otorga una simpleza para remover he
ingresar las muestras de las bacterias. Por otro parte, el disefio del dispositivo permite utilizar
diferentes métodos para desinfectar sin que la estructura del olfatdbmetro sea dafiada en algun
sentido, al contrario de los olfatbmetros hechos con acrilico en trabajos previos (Nieves-Silva y
Romero-Lopez, 2016; Garcia-Canales y Romero-Lopez, 2017). Ademas, es el primer olfatometro
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disefiado para evaluar, de forma pasiva, los extractos de volatiles microbianos obtenidos a traves

de membranas de filtracion para los integrantes de la familia Melolonthidae.

La forma del olfatdmetro y el disefio permiten ventajas con respecto a otros tipos de olfatometro
utilizados para bioensayos en insectos como la facilidad para ingresar-eliminar los diferentes
estimulos a probar, elimina parte del disturbio de las decisiones de los organismos, permite un
desplazamiento por el &rea para una adecuada respuesta de los insectos, permite observar
comportamientos terrestres y aéreos de los insectos, evita el ingreso de otros compuestos volatiles,
requiere de un menor nimero de pasos y equipo adicional para su funcionamiento y presenta la
misma eficiencia de respuesta de los insectos con respecto a los olfatometros propuestos para la
familia (Vet et al., 1983; Nieves-Silva y Romero-Lépez, 2016; Garcia-Canales y Romero-Lopez,
2017). Por lo general, la mayoria de olfatdbmetro en forma de “Y” presentan problemas al ingreso
de las muestras al artefacto, ademéas en la parte de la interseccion de los brazos existe una
perturbacidn en las decisiones de los organismos para la toma de direccion, por lo que pueden caer

por casualidad en los brazos sin responder a los estimulos (Vet et al., 1983).

Bioensayos

Existe un reporte relacionado con respuestas de los coledpteros hacia las bacterias extraidas en
las glandulas accesorias del aparato reproductor femenino (Marshall et al., 2016). En el anterior
trabajo muestran una llegada de machos de C. zealandica a las trampas disefiadas con bacterias en
un medio enriquecido. Para el caso del presente trabajo el resultado fue andlogo, obteniéndose una

mayor frecuencia de respuestas positivas por parte de los machos de M. mexicanus hacia los
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extractos bacterianos de las hembras de la misma especie. En contraste a lo reportado para C.
zealandica, con M. mexicanus se controlaron las condiciones ambientales para obtener una
respuesta adecuada de los estimulos probados en el olfatdbmetro y se obtuvo el primer trabajo en

dar una quimiotaxia de los miembros da la familia Melolonthidae con volatiles microbianos.

Con respecto a la respuesta de los machos M. mexicanus es muy similar a lo reportado por
Garcia-Canales y Romero-Lo6pez (2017) con una quimiotaxia de los machos de M. mexicanus hacia
las estructuras aisladas de la cdmara genital y las glandulas accesorias que presentan epitelios
glandulares productores de atrayentes sexuales (Benitez-Herrera y Romero-Lopez 2015, con una
respuesta positiva casi del 80 %. Por otro lado, también coincide con frecuencia de taxias que
presentd el macho de la misma especie con respecto a hembras vivas (Benitez-Herrera y Romero-
Ldpez, 2015). Por lo tanto, las bacterias defectivamente estan relacionadas con la produccion de
atrayentes sexual, lo que se desconoce es de qué manera lo estan haciendo; para esto es necesario
el realizar estudios de identificacion de compuestos volatiles tanto en las estructuras reproductoras
como a las bacterias alojadas en estas zonas. Las bacterias obtenidas del interior de la camara
genital de estos coledpteros posiblemente estén estrechamente involucradas en la produccién de
los atrayentes sexuales, debido a que los microorganismos producen multiples volatiles derivados
de su metabolismo (Korpi et al., 2009). En cambio, para las bacterias de M. mexicanus unas de sus
vias de sintesis de volatiles pueden ser la de via Embden-Meyerhof y la Entner-Doudoroff
(glucolisis primaria); estas vias son las principales productoras de alcoholes, aldehidos y acidos

carboxilicos (Todar, 2012), los cuales podrian ser precursores de compuestos atrayentes en M.
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mexicanus, como es el caso de los &cidos n-hexanoico y octadecanoico (Garcia-Canales y Romero-

Lopez, 2017).

Los bioensayos que se usan para los estudios de atraccion de atrayentes sexuales, en su mayoria,
son de los considerados como activos debido a que son los que presentan resultados consistentes y
estan disefiados para usarse en insectos “voladores” (Lopez-Avila y Rincon, 2006). Pero los
bioensayos pasivos fueron los primeros en usarse para describir el comportamiento de atraccion;
por lo tanto, se discute que son los que verdaderamente presentan una quimiotaxis y, ademas se ha
comprobado que funcionan para insectos no voladores (Rust y Bell, 1976). Esto da a entender que
los olfatémetros independientemente de si son activo o pasivo, un insecto, que puede someterse a
ambos artefactos, presenta respuestas positivas a los estimulos. Lo anterior se pudo observar con
los machos de M. mexicanus, a pesar de ser insectos voladores, mediante la respuesta positiva

(taxia) hacia los extractos bacterianos de la misma especie.

Por todo lo anteriormente dicho, este trabajo se considera como el primero en demostrar un
comportamiento de atraccion de los machos hacia los volatiles producidos por bacterias aisladas

de la cdmara genital de Melolonthidae en un olfatdbmetro de cuatro vias en condiciones controladas.

En el sentido de la descripcion de los patrones de los machos de M. mexicanus, en los
coleopteros distribuidos en México solo se cuentan con dos trabajos de etogramas relacionados con
el comportamiento precopulatorio y de actividad alimentaria (Romero-Lopez y Arzuffi 2010;
Morales-Blancas y Romero-Lépez; 2019; Nieves-Silva y Romero-Lopez 2019). En la literatura

especializada se presenta un unico trabajo que documenta un cambio de comportamiento en la
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locomocion y alimentacion por parte de individuos de Euplates sp. cuando existe un incremento
de microorganismos, aunque no se incluyen los patrones y transiciones de comportamiento
(Lawren y Snyder 1998). Por estas razones, los datos obtenidos en este trabajo son vanguardistas
en describir los patrones y transiciones de las taxias de cualquier grupo de insectos, al ser expuesto

a volatiles producidos por bacterias.

Con los resultados generados en este trabajo se puede sugerir una interaccion entre los
microorganismos y los adultos de M. mexicanus centrada en la produccion de atrayentes sexuales
y con esto cambia el esquema de comunicacién quimica sexual de Melolonthidae mediante la
adicién de un posible nuevo elemento en la produccién del mensaje, pero para determinar esto es
necesario el desarrollo de mas estudios que permitan la identificacion de los volatiles microbianos
y que esclarezcan la informacion sobre los posibles beneficios que le brinda el insecto a los
microorganismos en el microhabitat de la camara genital. Con base en ello y con una visién a
mediano plazo, pueden proponerse estrategias de manejo para los adultos de esta especie mediante

el empleo de los volatiles bacterianos de M. mexicanus, en trampas de alta especificidad.

Conclusiones

e Se aislo una colonia bacteriana con forma circular y elevacién convexa con un margen

entero, de color rosa-crema y tamafio de 1-2 mm de didmetro, en el interior de la cAmara
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genital de las hembras de M. mexicanus. No se encontraron bacterias en las glandulas
accesorias.

e EI olfatometro de cuatro vias empleado en el presente estudio fue adecuado para evaluar
las respuestas de los machos de M. mexicanus hacia extractos bacterianos, principalmente
en términos de reducir riesgos a la salud del observador.

e Los extractos bacterianos provocaron un mayor nimero de respuestas positivas por parte
de machos de M. mexicanus, en comparacion con el medio Luria Bertani, en bioensayos
con este olfatometro. La frecuencia de dichas respuestas fue estadisticamente significativa
con relacion al control.

e Se observé una tendencia en respuestas positivas por parte de los machos de M. mexicanus
hacia los extractos bacterianos de M. mexicanus, con respecto a los otros tratamientos

bacterianos, también en el olfatdmetro.
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